EP0303284 1/1 



Patent Qumber: 
Publication date: 
Inventor: 
Applicant: 
Classification: 

- international: 

- european: 



EP0303284 
1989-02-15 

GADOW ANDRE DR; HANTKE UWE; THOMA RUDY; ROKOS HARTMUT DR 
HENNING BERLIN GMBH (DE) 



G01N33/531; G01N33/543; G01N33/78 
G01N33/543B; G01N33/78 
Application number: EP198801 13141 19880812 
Priority number(s): DE19873727238 19870814 



y lew INPADO C p a te nt family 

Cited Documents : |EP0254929|EP0246I52|EP0182385|WO8303306|EP0143274|more » 

Also Published : |JP1068661 (A)|DE3727238 (A1)|EP0303284 (B2)|EP0303284 (B1)|USH10I8H (HI) 



Abstract of EP0303284 

The immunological determination method for, in particular, free thyroid honnones, in which the sample to be investigated is mixed with a 
labelled antibody and an excess of the substance to be determined in inunobilised form, comprises the afBnity of the inmipbilised substance 
for the labelled antibody being less than 50% of the affinity of this antibody for the substance to be determined in the sample. 
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0 Immunologlsches Bestlmmungsverfehren zur Be&timmung von Haptenelgenschaften aufwelsenden 
freien Substanzen. 



0 Immunologlsche Bestlmmungsverfahren zur Besdmmung von Haptenelgenschaften aufwelsenden freien 
Substanzen, insbesondere von freien SchilddrQsenhormonen. beim dem der zu unfcersuchenden Probe ein 
markierter Antikarper sowie etn Oberschud der zu bestlmmenden Substanz In Immobllislerter Form zugesetzt 
wird, dadurch gekennzeichnet. da0 die Affinitit der immobillsierten Substanz gegenOber dem marklerten 

I^Antlkdrper gerlnger 1st als 50 % der AfflnitSt dieses Antlk5rpers gegenOber der in der Probe zu bestlmmenden 

^Substanz. 
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immunologisches Bestimmungsverfahren zur Bestlmmung von Haptenelgenschaften aufwolsanden 

frelen Substanzen 



Die Erfindung betrifft ein Immunologlsches Bestimmungsverfahren zur Beslimmung von Hapteneigen- ^ 
schaften aufweisenden frelen Substanzen. Insbesondere von Hormonen, Steroiden, Drogen Oder deren 
Metaboliten. Vltamlnen Oder Toxinen. in biologlschen FIDssigkeiten in Gegenwart von einem Oder mehreren 
physiologischen Bindepartnem fUr die zu bestimmenden Substanzen. Die Qesamtmenge derartlger Sub- 
5 stanzen in der zu untersuchenden biologlschen FlOsslgkeit verteilt sich dabei auf einen frelen und einen 
gebundenen Anteil. Der gebundene Anteil ist dabei an eines Oder mehrere physlologische Bindeproteine 
Oder ahnliche Bindungspartner fur diese Substanzen gebunden. die in der Lage sind, die jeweIHge Substanz 
mehr Oder weniger spezifisch mit einer deflnierten Affinitdt zu binden. 

Die gebundenen und ungebundenen Anteile stehen miteinander im Glelchgewicht. wobei bei den 
10 derzeit gOiligen Theorien davon ausgegangen wird, dafl die nichtgebundenen Anteile. d. h. die freien 
Substanzen, die physlologisch wirksame Komponente darstellan. wShrend die gebundenen Anteile eine Art 
Reservoir zur Bereltstellung dieser Substanz bilden. Man kennt daruberhinaus auch die BIndung an sog. 
Transportproteine, die fOr die Verteilung der Substanzen Im Organismus und deren Transport zum WIrkort 
dlenen. 

IS In den letzten Jahren hat sich die Oberzeugung durchgesetzt. dafi der Bestimmung der freien 
Substanzen, d. h. der physlologisch wirksamen Anteile einer Substanz. in der klinischen Diagnostik eine 
hohere Wertigkeit zukommt als der glelchzeitigen Bestimmung gebundener und ungebundener Anteile. In 
einem Artikel von R. P. Ekins mit dem Titel "TTie direct immunoassay of free (non-protein bound) hormones 
in body fluids" in: Immunoassays For Clinical Chemistry, herausgegeben von W.N. Hunter und J.E.T. 

20 Con1e.Churchill UvlngstDne, 2. Aufl. (1983). Seite 319 bis 339 werden die QrQnde fUr eine Bestimmung der 
freien Substanzen anhand von Modellvorstellungen erISutert. und es wird auflerdem der Versuch einer 
Auflistung verschiedener Typen von Immunologischen Bestimmungsverfahren unternommen. die fOr eine 
Bestimmung freler Substanzen geeignet sein kSnnten. 

Die europaischen Patente 26103 und 73865 sowie das deutsche Patent 34 15 818 beschreiben 

25 Immunoiogische Bestimmungsverfahren fOr freie Substanzen. die bis zur Praxisreife entwickelt wurden. 

Da die Ermittlung des physiologischen SchilddrGsenstatus Qber die Bestimmung der freien SchiMdrO- 
senhormone L-Thyroxin (T*) und L-Trijodthyronin (T3) medizinisch von besonderer Bedeutung ist. betreffen 
die genannten Patente vonrangig derartlge Bestimmungsverfahren bzw. diskutieren die Anwendung der be- 
schrlebeneh Grundverfahren fOr diesen Spezialfall. Auch das in der vorliegenden Anmeldung beschrtebene 

30 immunoiogische Bestimmungsverfahren hat seine vonangige Bedeutung im Rahmen der Ermittlung des 
physiologischen SchilddrUsenstatus. 

Das Im lebenden menschlichen Organismus zirkulterende T* verteilt sich auf die Bindeproteine Albumin 
(ca. 10 %). Thyroxin-bindendes PrSalbumln (TBPA. ca. 30 %) und Thyroxinbindendes Globulin (TBG. pa. 
60 %). Lediglich 0.01 bis 0.03 % liegen als physlologisch wirksanrtes freies T* (FT*) vor. Als Nonnalbereich 

35 erglbt sich dabei fOr das FT* eIn Konzentrationsbereich von ca. 8 bis 20 pg/ml KSrperflQssigkeit. 

FOr die Bestimmung von FT* stellt die Qlelchgewichtsdialyse von Serum derzeit die anerkannte 
Referenzmethode dar (vgl. Clin. Invest. 45 (1986). Seite 153 bis 163). Hierbel wird dem Serum radioaktives 
T* zugesetzt Oder der T*-Gehalt im DIalysat direkt in einem T* Radioimmunoassay ermittelt. FOr die klini- 
sche Routinediagnostik ist dieses Verfahren jedoch trotz seiner hohen Zuvertasstgkett aufgmnd des 

40 unvertretbar hohen Zeitaufwands von ca. 20 h pro Bestimmung nicht geeignet 

Neben Verfahren. die einen mehr ortentlerenden Charakter aufweisen und In Einzelf^llen zu erheblichen 
Ungenauigkeiten fOhren. wurden daher fOr die klinische Routinediagnostik immunoiogische Bestimmungs- 
verfahren entwickelt die direkte SchlQsse auf die Konzentration der zu bestimmenden freien Substanzen 
ermoglichen. Dabei arbeiten die bisher bis zur Praxisreife entwickelten derartigen immunologischen Bestim- *j 

45 mungsverfahren. die insbesondere Radioimmunoassays sind. nach dem bekannten Konkurrenzprinzip. bei 
dem der zu untersuchenden Probe eine markierte Form der zu bestimmenden Substanz zugesetzt wird und 
anschlie0end nach einer Umsetzung mit einem geeigneten AntikSrper aus dem anhand seiner MarWenjng 
enmittelten Anteil der gebundenen Form auf die Konzentration der zu bestimmenden Substanz zurQckge- 
schlossen wird. Urn bei einer Bestimmung freler Substanzen. insbesondere von FT*. St5rungen durch 

so Varianzen bei den Bindeproteinen auszuschlleflen. werden dabei als markierte Formen der zu bestimmen- 
den Substanz (FT*) bei den bekannten Verfahren sog. T*-Analog-Tracer verwendet. die aufgrund ihrer 
chemischen Struktur eine deutlich vemninderte AffinitSt zu den Bindeproteinen aufweisen und dadurch das 
Qleichgewicht freie Substanz/gebundene Substanz mdglichst wenig beeinflussen sollen. Die klinische 
Wertigkeit und Aussagekraft dieser Verfahren wird, zumindestens fOr bestimmte SpezialfSlle. jedoch von 
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verschiedenen Autoren angezweifelt (Helenius. T.^Liewendahi, K.. Ctin. Chem. 29(5) (1983), Seite 816-822: 
Marddtl. R., Gamten. T. R.. The Lancet. 24. April 1983, Seite 973 bis 974; Gow..S.M. et ai. Clinica Chimica 
Acta 152 (1985). Seite 325-333: Chopra, I.J. et al. J. Ciln. Endocrin. IVIet 51(1) (1980). Seite 135-143 und 
Herrmann. J. et al, Nucl.-Med. 21(5) (1982), Seite 186-191). Die Methoden versagen zumeist bei Schwer- 

s l<ranl<en (NTl = non thyroidal illness) aufgrund von zahlreichen StOr- und Einflu0grd0en (Katabolite. 
Protelnverlust, endogen oder unter Heparin-Einflu/3 frelgesetzte Fettsauren) (vgl. Reiners, Ch.. Arztl, Lab. 31 
(1985), Seite 331-344). Zu den Analog* Tracer Verfahren ist auch der von Ito, M. et al in: Clin. Chem. 30(10) 
(1984), Seite 1682 bis 1685 beschriebene Enzymlmmunoassay zur Bestimmung von FT^ zu rechnen, bei 
dem als Tracer ein Ti-^-D-Qalactosidase Konjugat venwendet wird. das nicht an die Bindeproteine binden 

10 soil. 

Ein von Weetall et al in Clin. Chem. 28(4) (1982). Seite 666-671 beschrlebener Enzymimmunoassay 
basiert auf der Verteilung eines T4.-Meerrettichperoxldase-Koniugats auf freie und proteingebundene Anteiie 
und einem Icomplexen mathematischen Modell zur Berechnung des FT^-Anteils. Die beiden zuletzt 
genannten Verfahren haben bistang keinen Eingang in die kilnische Routinediagnostik gefunden. 

Y5 Bei alien bisher beschriebenen Verfahren wurden markierte Formen der zu bestlmmenden Substanzen. 
also markierte Antigene verwendet. 

Die Verwendung markierter Antikdrper zum quantitativen Nachweis von mit diesen Antik5rpem binden* 
denAntigenen wurde Jedoch grundsatzlich ebenfalls bereits beschrieben. und zwar erstmals von Miles, 
t,EM. und Hales. C.N. in: Nature 219. (1968). Seite 186-189- Die Beschreibung einer MQgllchkelt zur 

20 immunologischen Bestimmung von kleineren MolekQIen wie Steroidhormonen unter Verwendung von 
Festphasen-^ekoppeltem Antigen und markierten Antlk6rpem findet sich bei Stafford, J.E.H. und Kilgalton. 
W. in: J. Immunol. Methods 34 (1980), Seite 339-343 unter Verwendung einer radioaktiven Mariderung. Bne 
Shnliche Bestimmung unter Verwendung einer Lumineszenz-Markierung ist beschdeben von Wood, W.G. et 
al in: J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 20(1982). Seite 825-831. 

25 In der bereits eingangs zitierten theoretischen Arbeit von Ekins wird auf Seite 330 unter Bezugnahme 
auf das in Rg. 8.1. J beschriebene Schema eine weitere M6giichkeit zur Ausgestaltung eines immunologi- 
schen Bestimmungsverfahrens zur Bestimmung von Hapteneigenschaften aufweisenden freien Substanzen 
in bioioglschen RQssigkeiten in Gegenwart von einem Oder mehreren physiologischen Bindeproteinen fOr 
die zu bestlmmenden Substanzen dlskutlert, bei dem die biologische RQssigkeit umgesetzt wird mit einer 

30 definlerten Menge eines gegen die zu bestlmmende Substanz spezifischen Antik5rpers Oder eines 
Antikdrpergemischs mit einem detektierbaren Markierungsanteil sowie femer einem OberschuO der zu 
bestlmmenden Substanz oder eines Derivats dieser Substanz in durch BIndung an eine feste Phase 
immobiiislerter Form, wobei man anschlieflend die feste Phase von der flQssigen Phase trennt und den 
Gehalt des markierten AntikSrpers in der flQssigen und/oder festen Phase durch Messung der Markierung 

35 feststeilt und dann durch rechnerische Auswertung der erhaitenen MeOergebnisse den Gehalt der zu 
bestlmmenden freien Substanzen der biologischen Probe emiittalt Damit die zu diesem Verfahren ange* 
stellten Oberiegungen eine GQItlgkeit aufweisen, wird bezQgiich der Bgenschaften des festphasen-gebunde- 
nen Antigens eine 100 %ige Kreuzreaktivitat zum eingesetzten markierten Antikdrper oder AntikSrpergemi- 
sch im Vergleich mit dem in freier Form vorliegenden Antigen vorausgesetzt. Somit sollte der markierte 

40 Antikdrper vergleichbar groBe BlndungsaffinitSten zum freien und festphasen-gebundenen Antigen aufwei- 
sen, um eine Bestimmung nach diesem Verfahren zu ermdgllchen.Die praktisch erfolgrelche Entwicklung 
eines derartigen Bestimmungsverfahrens Ist jedoch noch nicht bertohtet worden. 

In der DE-OS 34 42 817 wird eine Abwandlung des eben beschriebenen Verfahrensprinzips zur 
quantitativen Bestimmung von FT4 beschrieben, bei dem die Probe zuerst hdchstens 10 min mit einem 10 

45 bis 2000fachen Unterschufi an marklertem anti- Ti-Antikorper. bezogen auf die molare Menge des Gesamt- 
Ti, Inkubiert wird. Anschliefiend bringt man sofbrt mit OberschOssigem Immobilisiertem T* zusammen und 
inkubiert erneut fOr mindestens 1 min. Danach warden die Phasen getrennt und in einer der Phasen wird 
die IVIarkierung gemessen. Dieses Verfahren gemSfl DE-OS 34 42 817 Ist ein typisches "Wnetisches" 
Verfahren. das offensichttich von der Annahnne ausgeht dad wMhrend der kurzen ersten Inkubation mit dem 

so markierten anti-Ti-Antikdrper zuerst nur die in freier Form vorliegenden Mengen von Ti erfafit werden. ohne 
dad es zu einer die MeBergebnisse verfSlschenden langsamen Nacheinstsllung des Gleichgewichts unter 
Frelsetzung von vorher gebundenem T4 kommt. Da die Inkubationsdauer der Vortnkubafion das Testergeb- 
nls durch die bekannte rasche Gleichgewichtselnstellung zwischen freiem T* und gebundenem T* beein- 
flussen kann. sollte dieser Test wie alle ihnlichen zwelstufigen Tests den Nachteii aufweisen, gegenUber 

S5 abweichenden Testbedingungen anffllllg zu sein, was die Anwendung des entsprechenden Verfahrens in 
der klinischen Praxis erschwert. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugunde. ein fQr die klinische Routinediagnostik geeignetes, einf^ 
durchzufUhrendes und von der klinischen Aussage her relevantes Verfahren zur Bestimmung freier Substan* 
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zen zu schaffen, das eina optimale Empfindiichkeit aufweist und auf der Seite der Hersteller der fUr das 
Bestimmungsverfahren bendtigten Materialien und Substanzen eine optimale QuaiitMtskontrolle ermagiicht. 

Oiese Aufgabe wird bei einem immunoiogischen Bestimmungsverfahren gemSfl Oberbegriff des Patent- 
anspruchs 1 durch die in seinem Kennzeichen zu findenden Merkmale geldst 

s Vorteilhafte Ausgestaltungen sind den UnteransprQchen zu entnehmen. Der vorliegenden Erfindung liegt 
die uberraschende Erkenntnis zugrunde. da0 fOr die Entwickiung eines immunoiogischen Bestimmungsver- 
fahrens auf der Basis eines an sich bekannten Qrundverfahrens, wie es z. B. von Ekins (a.a.O) beschrieben 
wurde. die festphasen-gebundenen Antigene eine stark verminderte Kreuzreaktivitat von deutfich unter 50 
%. vorzugsweise im Bereich von 8 bis 25 %, im Vergleich zum zu bestimmenden freien Antigen aufweisen 

TO mQssen. wenn ein Bestimmungsverf^ren mit einer fQr praktische Zwecke ausreichend hohen Empfindiich- 
keit und Reproduzieri3arkeit erhalten werden soli. Es zeigte sich Qbenraschend, 6aB hdhere KreuzreaktivitS- 
ten. die im Bereich der bei Ekins (a.a.O.) vorausgesetzten 100%igen Kreuzre aktlvitat Oder dariiber liegen. 
zu deutlich ver^ischten Ergebnissen fOhren und dafi der MeObereich dann auiJerhalb des klinisch relevan- 
ten Konzentrationsbereichs fQr die freie Substanz liegt. Femer zeigte sich, daB bei der Einhaitung von 

rs Kreuzreaktivitaten im angegebenen Bereich die bei dem Verfahren gemSB DE-OS 34 42 817 erforderliche 
Vorinkubation QberfiQssig ist und das Verfahren einstufig durchgefUhrt werden kann. indem die btotogische 
RQsslgkeit im wesentlichen gleichzeitig mit dem marklerten Antikdrper und dem im Oberschufl vorliegen- 
den immobilisierten Antigen umgesetzt werden kann. 

Diese Mdglichkeit einer einstufigen Arbeitsweise stellt einen erheblichen Vorteii dar. Durch die Auswahl 

20 geeigneter Antikdrper Oder Antikdrpergemische bestimmter AffinttSt wird bei der einstufigen Artseitsweise 
nicht Oder nur unwesentlich in das Qleichgewicht freie Substanz/gebundene Substanz eingegriffen, so dafi 
bedingt durch die unterschiedlichen Kreuzreaktivitaiten von freier Substanz bzw. immobilisierter Substanz 
zum markierten Antikdrper lediglich die Bindungskinetik des markierten Antikdrpers an das immobilisierte 
Antigen zu berOcksichtigen ist Dies wirkt sich jedoch bei unterschiedlichen Inkubationszeiten nur auf die 

25 BIndungsverhiitnisse und nicht auf eine Verschiet>ung des Gleichgewichts freie Substanz/gebundene 
Substanz aus. 

Es ist somrt bevorzugt das erfindungsgem90e Verfahren als einstufiges Verfahren ohne Vorinkubation 
durchzufUhren. was eine wesentliche Vereinfachung bedeutet. 

Obwohl das erfindungsgemaBe Verfahren genereil zur Bestimmung von Hapteneigenschaften aufwei* 

30 senden freien Substanzen. insbesondere von Hormonen, Steroiden. Drogen Oder deren Metaboliten. 
Vitaminen Oder Toxinen. in biologischen FIQssigkeiten geeignet sein dClrfte. hat es besbndere Bedeutung im 
Zusammenhang mit der Bestimmung von FT* und FT3. 

Das erfindungsgemslBe Verfahren weist femer alle bekannten Vorteite von Bestimmungsverfahren unter 
Verwendung eines durch Bindung an eine feste Phase immobilisierten Umsetzungspartners auf. Durch die 

3S Immobilisation an einer fasten Phase werden die erforderlrchen Waschschritte deuttich ver einfacht. und die 
Prazision der Bestimmung wird verbessert. Als Festphasen, an die die immobilisierte Form der zu 
bestimmenden Substanz gebunden ist, eignen sich alle an sich bekannten inerten Tragermateriallen mit 
ausreichend stabtlen Bindungseigenschaftan und einer ausreichend hohen BindungskapazitSt. wozu Kunst- 
stoffe wie Polystyroit Polyethylen und Teflon Oder QIas zu zShlen sind. Qeeignete Festphasen sind auch in 

40 der US-PS 4 657 873 und in einer Publikatlon von Wood, W.G. und Gadow, A. in: J. Clin, Chem. Clin. 
Biochem. 21 (1983) Seite 789-797 beschrieben. Die Markierung der verwendeten Antikdrper erfolgt nach 
bekannten Verfahren mit an sich fQr eine Markierung geeigneten detektierbaren Markieaingsanteilen. Im 
Rahman der vorliegenden Erfindung sind Markierungen mit relativ kleinen Markem, die die Reaktivitit der 
Antikdrper relaliv wenig fcieeinflussen, bevorzugt Das sind insbesondere Radioisotope, insbesondere Jodis- 

45 otope. und Lumlnogene. Unter der Voraussetzung, dafl die Marklerungsanteiie eine Einhaitung der geforder- 
ten Kreuzreaktivititen gegenQber einem geeigneten Antikdrper ermdglichen. sind als Marker jedoch z. B. 
auch geeignet Enzyme, Substrate, fluoreszierende Markierungen. phosphoreszierende Markierungen. Biotin 
(nachweisbar Ober markiertes Avidin) Oder Kofaktoren. Auch indirekte Markierungsverfahren kdnnen ange- 
wandt werden, bei denen der Marker vor der Messung wieder vom Antikdrper abgeldst wird, sowie alle 

so aufgrund einer visuellen. physikalischen Oder chemischen Reaktion quantifizierbar nachweisbaren Substan- 
zen. 

Als Antikdrper sind fQr das erfindungsgema/Se Verfahren alle als fur derartige Verfahren geeignet 
bekannten Antikdrper geeignet Derartige Antikdrper weisen vorzugsweise eine Afftnit^t gegenQber T4 bzw. 
T3 auf. die hdchstens der AffinitSt von T4 bzw. T3 gegenQber den physiologischen Bindeproteinen 
55 entspricht Derartige anti-T^ (bzw. T3)-Antikdrper weisen Qblichenweise eine Affinitatskonstante von 10*^ 
l/moi Oder wenlger auf. 

Bei dem erfindungsgemS0en Verfahren wird die immobilisierte Substanz Oder ihr Deiivat vorzugsweise 
tn Form eines Konjugats mit einer Tragersubstanz an der Festphase immobili siert. Als TrSgerkomponente 
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kommen dabei hochmolekulare Substanzen wie Protetne, Polypeptide Oder Polysaccharide In Frage. 
gegendber denen der markierte Antikdrper bzw. das markierte Antikdrpergemisch eine KreuzreaktivitSt von 
weniger als 0,5 % aufweisen. Qeelgnet sind bevorzugt seiche TrSgerkomponenten, die nicht mit der 
TrSgerkomponente Identisch sind. an die die zu bestimmende Substanz fOr die Produktion der eingesetzten 

5 Antik5rper gebunden war. 

Es hat sich dabei gezelgt, dafi die KreuzreaktivitSten eines bestimmten Konjugats, auch wenn es aus 
Identischen Ausgangsmaterialien unter identischen Bedingungen hergestellt wurde, stark streuen kdnnen. 
Scheinbar identische Konjugate, Insbesondere In Immobilisierter Form, kdnnen daher sehr unterschiedliche 
KreuzreaktivltMten aufweisen. Zur Bestimmung einer Bgnung fUr das erflndungsgemSfie Verfahren sind 

10 daher die KreuzreaktivitSten einer bestimmten Charge gegenQber dem zu verwendenden Antikdrper Jewells 
zu bestimmen. Durch die Bestimmung der KreuzreaktivitSt 1st dann eine eindeutige Aussage Qber die 
Einsetzbarkeit des betreffenden Konjugats Im erfindungsgema/Ien Verfahren mogtlch. Oiese VerhSltnisse 
unterscheiden sich deutllch von den VerhMltnissen, die im Falle der direkten Verwendung der zu bestlm- 
menden Substanz Oder ihres Derivats in immobilisierter Form Oder In Ldsung vorliegen. wo die Kreuzreakti- 

is vitSt gegenQber einem bestimmten Antikdrper nur von der Art der Substanz selbst anhSngt. 

Die Inkubationsbedingungen fQr die OurchfOhrung des erfindungsgemMflen Verfahrens hangen Innerhalb 
gewtsser Qrenzen von den ieweiligen verwendeten Antikdrpem. auch unter BerOcksichtigung der Beeinflus* 
sung ihrer Bindungseigenschaften durch die ven^endete l^/larkierung, sowie von den genauen Kreuzreaktlvi- 
tSten innerhalb des durch die vorllegende Erftndung festgelegten Berelchs ab. Geeignete Inkubationsbedin- 

20 gungen umfassen Inkubattonstemperaturen von 17 bis 37* C und Inkubationszelten von 30 mln bis 3 h. 
Bevorzugte inkubationsbedingungen sind die in den Beispieien angewandten Inkubationsbedingungen, die 
eine zweistOndlge Inkubation (± 10 mln) bei 22 *C vorsehen. wobei geschOttelt wird, vorzugsweise auf 
einem HorizontalschOttier. 

Nachfolgend wird die Bedeutung der vemiinderten Kreuzreaktivitit der festphasen^bundenen Sub* 
25 stanz bzw. Ihres Derivats fOr die QualitSlt des erhaltenen Testverfahrens anhand von Beispieien nflher 
erlMutert, die die im Rahmen der vorliegenden Erfindung bevorzugte Bestimmung von FTa und FT* 
betreffen. 



30 Herstelfung von fOr die immobilislerung ven^^endeten T»"Derlvaten 



1. L-Thyroxinethylester (L-Ti OEt) 

35 

Thyroxinethyiester wurde nach der modifizierten Methode von Clayton, J.C. und Hems, B.A., 
J.Org.Chem.. 1950. Selte 840-843 hergestellt. 



40 2. N-Trlfluoracetylthyroxin (TFATf ) 

Die TItelverbindung wurde nach der modifizierten Methode von Schroeder et al in: Methods In 
Enzymology. Vol. 57, Biolumlnescence and Chemilumlnescence, New York. Academic Press 1978, Selte 
424-445 hergestellt 

^ Oazu wurden 5 g L-Thyroxin in 60 ml absolutem Ethylacetat gel5st, und es wurden 11.5 ml 
Trifluoresslgsiure sowie 1.9 ml TrifluoressigsSureanhydrid zugesetzt Die Mischung wurde 1 h bel 0*C 
gerOhrt. 

Anschlie0end liefi man die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur erwMrmen. Es wurden 200 ml 
Wasser zum Reaktionsansatz zugefClgt. und die resuttierende Ldsung wurde mit Natriumchlorid gesMttigt 
50 Die organische Phase wurde abgetrennt. mit einer gesdttigten Natdumchloridldsung gewaschen und Qber 
trockenem Magneslumsulfat getrocknet Die getrocknete Phase wurde abfiltriert und bis zur Trockne 
eingeengt Der saubere RQcketand wurde ohne weitere Aufreinlgung fOr die welteren Syntiiesen eingesetzt 
Ausbeute: 4,8 g 

55 Analysendaten: Elementaranalyse 

Berechnet C 23.39 % H 1 .15 % N 1 ,60 % 
Gefunden: C 23.19% H1.12% N1.83% 
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HersteHung von Konjugaten von Ti Oder T4-Derivaten 



5 Kbnjugat 1: lgG*L'T»OEt-Konjugat (Kopplungssteile NHa) 

Das Konjugat wurde nach der aktiv-Ester-Methode hergestellt. 

80.5 mg L-T^OEt und 11 mg Bemsteinsaureanhydrld wurden In 2 ml trockenem und aminfreiem DMF 
gelfist und Ober Nacht bei Raumtemperatur gerilhrt. Danach wurden 12.6 mg N-Hydroxysuccinimid und 
70 22.6 mg N,N'-D}cyclohexyk:arbodiimid zum Reaktionsansatz zugesetzt und 1 h bei Raumtemperatur 
gerUhrt. 

Der Ansatz des aktiven Esters wurde ohne weltere Aufreinigung zur Konjugatherstellung eingesetzt. 

Dazu wurden 100 mg Kaninchen-lgG (SIGMA, MOnchen) in 20 ml Wasser geldst. 200 ixl des aktiven 
Esters wurden in 800 ill trockenem und aminfreiem DMF verdQnnt und zu der w§firigen Ldsung des 
75 Kaninchen-tgG gegeben. Der Reaktionsansatz wurde nach ca. 12 h durch Ultrafiltration gereinigt. 
Ausbeute: 85 mg 

Die UV-spektroskopisch ermtttelte EInbaurate von L-TiOEt pro Mol IgG betrug 4.2. 
20 Kon juqatstrtaktur s 




0 



OS 

Konjugat 2: lgG*L«T4*Konjugat (Kopplungsstelle NHz und COQH) 

Das Kbnjugat wurde mittels der Garbodilmid-Methode hergestellt. 
^ 1 g Kaninchen-IgG (SIGMA MOnchen) wurde in 100 ml bidestilllertem Wasser getdst und auf 10 bis 
IS'C temperiert 

200 mg L-Thyroxin (Henning Berlin. Berlin) wurden in 5 ml einer alkalischen 1 : 1 MIschung aus 
trockenem. aminfreiem DMF und Methanol geldst 

Zu der wSfirigen IgG-Ldsung wurden unter Ruhren in AbstMnden von Jewells 1,5 Stunden je 1.25 ml der 
^ Thyroxin-LSsung und 100 mg testes 1-Ethyl-2-(3-dimethylaminopropyl)*carbodiimid (EDC) gegeben und der 
pH-Wert zwischen 5 und 6 gehalten. Nach der letzten Zugabe wurde der Ansatz Qber Nacht bei 4* C 
belassen und anschliefiend durch Ultrafiltration aufgereinigt 
Ausbeute: 860 mg 

so Die UV-spektroskopisch ermltlelto EInbaurate von L-T4 pro Mol IgG betrug 4,3. 
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Koniuoatstruktur : 
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Konjugat 3: lgG-L-T»-Koniugat (Koppiungsstelie CQOH) 

QQ Das Konjugat wurde nach der aktiv-Ester-Methode hergesteilt. 

43.6 mg N-Trlfluoracetylthyroxin. 6.32 mg N-Hydroxysucdnimid und .11.33 mg N,N'*Dicyc(ohexytcarbo- 

dlimid wurden in 1 ml trockenem. aminfreiem OMF geldst und 1 h bei Raumtemperatur gerQhrt . 
100 mg l^inchen-IgG (SIGMA, MQnchen) wurden in 20 ml bidestilllertem Wasser geldst 
400 ul des Ansatzes des aktiven Esters wurden mit 600 ii\ trockenem und aminfreiem DMF verdOnnt 

und zu der waflrigen igG«Ldsung zugesetzt Der Reaktionsansatz wurde nach ca. 12stQndigem. RQhren bei 

Raumtemperatur unter ammoniakalischen Bedingungen durch Ultraflitratlon aufgereinigt wobel gteichzeltfg 

did Trifluoracetyl-Schutzgruppe abgespaltan wurde. 

Ausbeute: 94 mg 

^ Die UV-spektroskoplsch emiittelte Bnbaurate von L*T4 pro Mol IgG betrug 11.5. 




7 



EP0303 284A1 

Konjugat 4: lgG4,-TiOEt-Konjugat (Koppiungssteile NHg) 



Das Konjugat wurde mittels der Carbodiimidmethode hergestellt 
10 g Kaninchen-lgQ (SIGMA, MQnchen) wurden in 1000 mi bidestilliertem Wasser getost 
s 1 ,25 g L-TiOEt wurden in 40 ml Methanol (lelcht sauer) gelost und zusammen mit 2.5 g EDC zu der 

wMiSrigen IgG-Ldsung gegebon. Die Reaktlonsmischung wurde bei Raumtemperatur und gleichblelbendem 

pH*Wert von etwa 5 unter LichtausschluB 2 Stunden gerQhrt und anschliefiend Ober Nacht bei 4* C gelagert. 

Der Ansatz wurde dann mitteis Ultrafiltration au^ereinigt 

Ausbeute: 6,8 g 

to 

Die UV-spektroskopisch ermittelte Bnbaurate von L-TiOEt pro Mol IgQ betrug 1,5. 
Kun jugatstruktur ; 

15 



20 




Konjugat 5: L-T»'lgG-Konjugat (Koppiungssteile NHa und COOH) 
Das Konjugat wurde mitteis der Carbodiimidmethode hergestellt. 

500 mg L-Thyroxin (Henning Berlin. Berlin) wurden unter schwach alkalischen Bedlngungen In 500 ml 
bidestilliertem Wasser mit 10 % trockenem und aminfreiem DMF gelost. 

5 g Kaninchen-IgG wurden In 500 ml bidestilliertem Wasser gelost. Die beiden wifirtgen L5sungen von 
L-Thyroxin und Kaninchen-lgQ wurden gemlscht und in Abstanden von etwa 10 min insgesamt 1.9 g EDO 
in 10 Portlonen unter ROhren zugesetzt. AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung Uber Nacht bei 4*0 
stehen geiassen und dann durch Ultrafiltration aufgerelnigt. 
Ausbeute: 2.3 g 

Die UV-spektroskoplsch enrtitteite Bnbaurate von L-Ti pro Mot IgG betrug 3.3. 

Die Struktur des erhaltenen Konjugats entsprach der bei Konjugat 2 abgebildeten Struktur. 



Ermittiung der Kreuzreaktivititen der hergestellten Konjugate gegenOber Antlkdrpem 

Allgemeines Verfahren: Zur DurchfQhrung der KreuzreaktivitStsversuche wurden die eingesetzten poly- 
Oder monoMonaten Antikdrper bzw. Gemische dieser Antikorper kovalent an epoxidgruppenhaltlge Mikro- 
partikel mit einer einheitlichen Partikelgrdi3e von 1.055 ± 0.032 um gebunden. Die Kopplungsmenge der 
Antik(5rper/Antjkdrpergemische betrug jewells 350 ug gereinigter AnlikSrper bzw. AntlkOrpergemisch pro 
Gramm MIkropartikel. Mdgliche nach der Kopptung vorhandene weitere Bindungsstellen wurden mit inerten 
Substanzen abgesSttigt. Die so hergestellten MIkropartikel wurden in 10 ml 0,1 M Phosphatpuffer inkl. t 
mol/l NaCI und 0,05 % Azid. pH 7.2 pro Gramm Mikropartikel aufgenommen. 

Als Tracer wurde fOr die Kreuzreaktivi^tsversuche '^^l-markiertes Thyroxin mit einer spezifischen 
AktivitSt von 6.22 MBq/ug in einer Konzentration von 27,6 mg/l eingesetzt. 

Die zu untersuchenden Konjugate sowie das ats Bezugssubstanz (zu bestimmende Substanz) dienende 
Thyroxin (bzw. Trljodthyronin) wurden zur TestdurchfQhrung in einer bindeproteinfreien Puffermatrix aus 20 
mmol/l Phosphatpuffer mit 0,2 % Gelatine Jewells frisch angesetzt. Folgende Konzentrationen wurden dabei 
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gewahlt 

FTi: 7,8; 16; 31; 62; 125; 250 und 500 ng L-T*/ml 

Die Konzentralionen der Konjugate wurden wie folgt eingesteilt 

Konjugate: 0,01; 0,1; 1; 10 und 100 ug Konjugat/ml. 

FUr die Kreuzreaktivrtatsversuche wurde folgendes Ansatz schema eingehalten: 

100 ui Puffer (O-Standard) bzw. Standard 
+ 100 ul '25|-nfiarlderte8 Thyroxin (Tracer) 

+ 1 ml Mlkropartikelsuspensfon elner geelgneten VerdUnnungsstufe 

Oabei wurde die einzusetzende VerdUnnung der mit den Antikdrpem gekoppelten Mikropartikelsuspen- 
sion so eingesteilt, da0 als Bereich der grdfiten Differenzierbarkeit ein Bereich zwischen 30 und 40 ng XJm\ 
gefunden wurde. 

Der Ansatz wurde 1 h bei 22* C inkublert. 

Bne Zentrifugation bet 2000 g fOr 10 min und anschlleflendes Absaugen des Oberstandes von den bel 
der Zentrifugation abgeiagerten MIkropartikeIn bis zur Trockne (boundfree-Trennung) und die Messung der 
gebundenen Phase Im Gamma-Counter fQr 60 Sekunden lleferte die Ergebnisse. aus denen die jeweiiigen 
KreuzreaktivitMten der zu untersuchenden Konjugate nach bekannten Methoden ermittelt wurden. 

Die bei Verwendung von Maus-Antikdrpem erhaltenen Kreuzreakth/itSiten sind in der nachfdigenden 
Tabeile in der vorletzten Spalte angegeben. 



Koni.-Nr. 


L-Ti-Derivat 


Kopplungsstelte 


Einbaurate (Mot 


x-Reakt. 


50%-lntercept 








T4/M0I IgQ) 


(%) 


(pg/ml) 


1 


L-TiOEt 




4,2 


310 


70 


2 


L-T4 


NH2/COOH 


4.3 


36 


40 


3 


L-T* 


COOH 


11,5 


28 


17 


4 


L-T*OEl 


NH2 


1.5 


13.5 


16 


5 


L-T* 


NH2/COOH 


3.3 


9.9 


15 



Die Tabeile enthait als letzte Spalte eine Spalte "50 ro-lntercept** (pg/ml). der anhand der nachfolgen- 
den Belspiele 1 und 2 ermittelt wurde. Diese Spalte IMflt erkennen, ob ein bestimmtes Konjugat in 
Verblndung mit dem untersuchten Antikdrper fQr eine Verwendung im erfindungsgemM0en Verfahren 
geeignet war. Wenn der 50 %-lntercept-Wert. der den Bereich die grQ0ten Steigung der Standardkurve und 
damit die grd0te Differenzierbarkeit geringer Konzentrationsunterschiede wiedergibt Im physiologisch 
normaien Konzentratlonsbereteh fOr FT4. von 8 bis 20 pg/ml iiegt. ist das entsprechende Konjugat fQr eine 
Verwendung Im erfindungsgemS0en Verfahren sehr gut geeignet. 

Es ist zu erkennen. dad diese Bedingungeh fQr solche Konjugate erfOiit sind« deren Kreuzreaktivitat 
unter 30 % (von 9,5 bis 28 %) Iiegt Bei einer Kreuzreaktivitat von 38 % Iiegt der 50 %-lntercept bei 40 
pg/ml, was berelts eine nennenswerte Verminderung der Empflndllchkelt des Tests bedeutet 

Die in der letzten Spalte der obigen Tabeile wiedergegebenen Werte. die unter identischen Assayt)edln- 
gungen (Beispiel 1 + 2) ermittelt wurden. kdnnen auch der beigefQgten Figur 1 entnommen werden. 

Das erfindungsgemMfie Verfahren, das in der beschriebenen Form auch zur Ermitttung der in der letzten 
Spalte der Tabeile wiedergegebenein Werte bzw. der In Rg. 1 dargestellten Kurve verwendet wurde. wird 
nachfblgend anhand von zwei konkreten AusfQhmngsbeispielen noch niher beschrieben: 



Beispiel 1 



Bestlmmungsverfahren fUrfreies Thyrosdn (FTi) 

Jewells 1 ug des zu untersuchenden Konjugats wurde an die Festphase gekoppelt. die Im vorliegenden 
Beispiel ein an sich bekanntes beschichtetes Poiystyrolrdhrchen war. 

Als Antik5rper wurde ein monoklonaler, Ti-spezifischer Antikdrper aus der iVIaus verwendet. Der 
Antikorper war auf bekannte Weise mit ^^1 markiert Die spezifische AktivitSt des resuitierenden markierten 
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Antikdrpers lag zwischen 25 und 35 KBq/ug Antikdrper. Der markierte Antikorper wurde in 0.1 M 
Phosphatpuffer mit 1 mol/l NaCI und 0*05 % Azid. pH 7.2 au^enommen. Ore Konzentration des markierten 
Antikdrpers lag dabei zwischen 1 und 1,25 ug/l. 

Als Standardmaterial wurde eine Humanserum-Matrix mIt den folgenden Konzentrationen eingesetzt: 

5 

0; 2.8: 5.6; 1 1.3 ; 22,5; 45 und 90 pg FT*/ml. 
Der Assay wurde wie fotgt durchgefQhrt 

In das Polystyrolrdhrchen mit dem zu untersuchenden immobilisierten Konjugat wurden 50 ul Standard- 
material pipettiert und es wurden 500 ul ^^l-markierter Antik3rper (Tracer) zugesetzt. 
10 Die Umsetzungspartner wurden 2 h bel 22*C auf dem HorlzontalschOttler Inkubiert Durch Absaugen 
der Inkubationsidsung aus alien Hdhrchen wurde die Immunreaktion beendet 

Alle Rdhrchen wurden 3mai mit je 4 ml Waschldsung (0,15 nrtol/NaCI) aufgefOlIt und anschlieflend 
dekantiert. 

Die an die teste Phase gebundene RestaktivitMt wurde im Qamma-Counter fOr 60 Sekunden gemessen. 
18 Die erhaltenen Ergebnisse wurden durch Oatenreduktion nach bekannten Methoden ausgewertet 



Beispiei 2 

20 

Bestimmung von freiem Thyroxin (FT4) 

Zur Immobilisierung des zu untersuchenden Konjugats wurden wie In Beispiei 1 beschichtete Polysty- 
25 rolrQhrchen eingesetzt 

Als Antikdrper diente wieder ein monoklonaler. T4-spezifischer Antik5rper aus der Maus. der jedoch 
diesmal nicht mit einefri Radtonuklid sondem mit einem Luminogen markiert war. Das Uiminogen war auf 
an sich bekannte Wetse (vgl. US-PS 4 .645 646; DE-OS 29 21 781 Oder DE-OS 31 32 491) an den 
Antikdrper gekoppelt Als Luminogen wurde ein cyclisches Diacylhydrazid-Oerivat verwendet 
30 Der mit dem Luminogen mariderta Antikdrper wunje in 0,1 M Phosphatpuffer mit 1 mol/l NaCt und 0,05 
% Azid. pH 7,2 aufgenommen. Die Konzentratk>n des markierten Antikdrpers lag dabei zwischen 1 und 1,25 
ug/l. 

Als Standardmaterial wurde die gleiche Humanserum-Matrix wie in Beispiei 1 venvendet. Auch die 
Assay-DurchfQhrung entsprach vollstMndig der von Beispiei 1. 

38 Die Messung der festphasen*gebundenen Restaktlvitit erfolgte In eInem zur Messung von Chemilumi- 
neszenz geeigneten Luminometer mit mindestens einer Injektionsmdgllchkeit in der Mefiposition (Berthold 
LB 9502 Oder Hamilton LUMICON) fOr 4 s. Das Mefiverfahren und die dabei ven^rendeten Reagenzien sind 
u. a. in der bereits zitierten US-PS 4 645 646 naher beschrieben. 

Qne anschllefiende Datenreduktion nach bekannten Methoden tieferte die gesuchten Konzentrationen. 

40 In den beiden Verfahrensbeispielen 1 und 2 wurden als Festphasen beschichtete Polystyrolrdhrchen 
eingesetzt Es kdnnen jedoch ohne weiteres als Festphasen auch andere Kunststoffe (z. B. Polypropylen. 
Nylon. Teflon u. a. geeignete aktivierte Kunststoffe) sowie Glas eingesetzt werden. Die Kopplung der 
Konjugate erfolgt dabei stete nach einschlSgig bekannten Methoden, z. B. adsorbtiv oder kovalent (vgl. Catt, 
K..Tregear, Q.W.. In: Science, 158 (1987). Selte 1570-1572: US-PS 4 657 873 oder Wood. W.Q. und 

45 Gadow. A. in: J. Clin. Chem. Clin. Biochem. 21 (1983),Seite 789-797. 

Anstelle der in den Beispielen 1 und 2 verwendeten Marklerungen mit Radionukliden(^25|) un^j Lumino- 
genen kann auch auf andere. an sich bekannte Weise mit Enzymen, Substraten. Ruoreszem oder anderen 
detektterbaren Substanzen markiert werden, wobei dann selbstverstMndlich die geeigneten Nachweisverfah- 
ren zu wMhIen sind. 

50 Die in die vorliegende Anmeldung aufgenommenen Versuche betreffen alle den Nachweis von FT4. 
Versuchsergebnisse. die die Elgnung des erfindungsgemdflen Verfahrens in gleicher Weise zur Bestim- 
mung von FT3 betreffen, llegen ebenfails vor. Sie bestitigen die Aussagen in der vorllegenden Be- 
schreibung. 

55 
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AnspiQche 

1. Immunologisches Bestimmungsverfahren zur Bestimmung von Hapteneigenschaften aufweisenden 
freien Substanzen, insbesondere von Hormonen, Staroiden. Orogen Oder deren Metaboliten. Vltaminen Oder 

5 Toxtnen, in blologlschen ROssigkeiten in Qegenwart von einem oder mehreren pliysiologischen Bindepart- 
nam fQr die zu bestimmenden Substanzen, bei dem die biologische RQssigi<eit umgesetzt wird mit 

a) einer definierten IVlenge eines gegen die zu bestimmende Substanz spezifischen Antikdrpers oder eines 
AntlkSrpergemlschs mit einem detektierbaren l^arkierungsanteil und 

b) einem Oberschua der zu bestimmenden Substanz oder eines Oerivats dieser Substanz in durch Bindung 
10 an eine feste Phase immobilislerter Fonm. 

und bei dem man anschlieiSend die feste Phase von der flOssigen Phase trennt und den Gehalt des 
markierten Antikorpers in der flQssigen und/oder festen Phase durch Messung der IVIarkiemng feststellt und 
dann durch rechnerische Auswertung der erhaltenen Meflergebnlsse unter Verwendung von Eichkurven den 
Gehalt der zu bestimmenden freien Substanz in der btologischen Probe emnittelt, 
75 dadurch gekennzelchnet. dad die Affinftat der an die feste Phase gebundenen Substanz bzw. Ihres Oerivats 
gegenQber dem eingesetzten markierten Antikdrper oder Antikdrpergemisch geringer ist ais 50 % der 
AfRnitat dieses AntikQrpers gegenQber der In der biologlschen FIQsslgkeit zu bestimmenden Substanz 
(Kreuzreaktivitat < 50 %). 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet dafl die Kreuzreaktivitat im Bereich von 8 bis 
20 25 % iiegt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet da0 man die die zu bestimmende freie 
Substanz enthaitende biologische FIQssigkeit im wesentiichen gletehzeltig mit dem markierten Antikdrper 
und der an die feste Phase gebundenen Substanz oder deren Derivat in Kbntakt bringt und gemeinsam 
inkubiert 

25 4. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daa die zu bestimmende 
freie Substanz L-Thyroxin oder L-Trijodthyronin ist 

5. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 4. dadurch gekennzeichnet dafi die feste Phase ein 
Kunststoff Oder QIas ist 

6. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die an die feste Phase 
30 gebundene Substanz Oder deren Oerivat an eine TrSgerkomponente gebunden In Form eines Konjugats 

vorliegt 

7. Verfahren nach Anspruch 8. dadurch gekennzeichnet dafl die TrSgerkomponente eIn Protein. 
Polypeptid Oder ein Polysaccharid ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet daiJ der markierte Antikdrper bzw. das 
35 markierte Antikdrpergemisch gegenQber der Tragertcomponente eine Kreuzreaktivitat von weniger als 0.5 % 

aufwelst. 
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Flq« 1; Standardkurven eines FT4-Assays mlt Konjugaten 
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kfirper) • 
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